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Age  n  Male  Female  Caucasian  African American 
Child  26  18  8  11  15 
Adult  28  8  20  13  15 



















































































































































































































































































































































































































































Sites  R 4MB  R 5MB  L 4DB  L 5DB  R 4ML  R 5ML  L 4DL  L 5DL1 
R 4MB  1.000  0.370  0.131  0.179  0.122  0.159  0.138  0.262 
R 5MB  0.370  1.000  0.211  0.243  0.031  0.179  0.215  0.142 
L 4DB  0.131  0.211  1.000  0.170  0.159  0.101  0.144  0.108 
L 5DB  0.179  0.243  0.170  1.000  0.062  0.191  0.215  0.147 
R 4ML  0.122  0.031  0.159  0.062  1.000  0.190  0.209  0.200 
R 5ML  0.159  0.179  0.101  0.191  0.190  1.000  0.317  0.284 
L 4DL  0.138  0.215  0.144  0.215  0.209  0.317  1.000  0.353 

























































    Examination1   
  Statistic  T1  T2  T3  T4  T5 
Total Lingual  1.059  1.774  1.929  1.935  1.339 
Total Buccal  0.800  0.956  1.034  1.324  0.347 
Mean Difference  0.259  0.818  0.895  0.611  0.991 
Std Error  0.105  0.128  0.125  0.116  0.097 
Upper 95% CL  0.468  1.074  1.147  0.844  1.186 
Lower 95% CL  0.050  0.562  0.644  0.378  0.796 
n  58  53  53  53  53 
Correlation  0.20  0.17  0.27  0.47  0.48 
t‐test  2.48  6.41  7.14  5.26  10.19 
df  57  52  52  52  52 






















































































Comparison  df  F‐ratio  P‐value 
1 vs. 2  1, 52  1.90  0.1738 
1 vs. 3  1, 52  3.86  0.0547 
1 vs. 4  1, 52  16.55  0.0002 









































    Group1   
Group  T1  T2  T3  T4 
T2  0.1738   
T3  0.0547  0.4485   
T4  0.0002  0.0038  0.0132   





  Comparison  df  F‐ratio  P‐value 
  1 vs. 2  1, 52  32.24  < 0.0001 
  1 vs. 3  1, 52  31.25  < 0.0001 
  1 vs. 4  1, 52  34.66  < 0.0001 





















    Group1   
Group  T1  T2    T3  T4 
T2  < 0.0001   
T3  < 0.0001  0.2640   
T4  < 0.0001  0.2551  0.9684   






















    Group1   
Group  T1  T2    T3  T4 
T2  < 0.0001   
T3  < 0.0001  0.2083   
T4  < 0.0001  0.0136  0.1500   









  Comparison  df  F‐ratio  P‐value 
  1 vs. 2  1, 52  10.72  < 0.0001 
  1 vs. 3  1, 52  25.01  < 0.0001 
  1 vs. 4  1, 52  33.82  < 0.0001 




















































  Source  F‐ratio  df  P‐value1 
Between Subjects 
  Race  2.71  1, 45  0.1066 
  Sex  2.32  1, 45  0.1345 
  Age  0.61  1, 45  0.4400 
  Race‐x‐Sex  0.61  1, 45  0.4375 
  Race‐x‐Age  0.49  1, 45  0.4872 
  Sex‐x‐Age  2.94  1, 45  0.0933 
  Race‐x‐Sex‐x‐Age  1.31  1, 45  0.2579 
 
Within Subjects 
  Time  4.13  4, 42  0.0065 
  Time‐x‐Race  1.32  4, 42  0.2772 
  Time‐x‐Sex  1.61  4, 42  0.1901 
  Time‐x‐Age  1.02  4, 42  0.4106 
  Time‐x‐Race‐x‐Sex  1.88  4, 42  0.1315 
  Time‐x‐Race‐x‐Age  0.74  4, 42  0.5698 
  Time‐x‐Sex‐x‐Age  0.91  4, 42  0.4653 








  Source  F‐ratio  df  P‐value1 
Between Subjects 
  Race  0.00  1, 45  0.9644 
  Sex  0.00  1, 45  0.9954 
  Age  3.00  1, 45  0.0900 
  Race‐x‐Sex  0.03  1, 45  0.8629 
  Race‐x‐Age  0.23  1, 45  0.6376 
  Sex‐x‐Age  0.82  1, 45  0.3706 
  Race‐x‐Sex‐x‐Age  0.16  1, 45  0.6921 
 
Within Subjects 
  Time  12.42  4, 42  < 0.0001 
  Time‐x‐Race  0.73  4, 42  0.5794 
  Time‐x‐Sex  0.37  4, 42  0.8288 
  Time‐x‐Age  1.26  4, 42  0.2992 
  Time‐x‐Race‐x‐Sex  1.10  4, 42  0.3701 
  Time‐x‐Race‐x‐Age  0.94  4, 42  0.4487 
  Time‐x‐Sex‐x‐Age  0.79  4, 42  0.5381 











































  Source  F‐ratio  df  P‐value 
Between Subjects 
  Race  0.76  1, 45  0.3880 
  Sex  0.61  1, 45  0.4376 
  Age  0.55  1, 45  0.4624 
  Race‐x‐Sex  0.27  1, 45  0.6092 
  Race‐x‐Age  0.45  1, 45  0.5062 
  Sex‐x‐Age  2.17  1, 45  0.1481 
  Race‐x‐Sex‐x‐Age  0.10  1, 45  0.7475 
 
Within Subjects 
  Time  11.26  4, 42  < 0.0001 
  Time‐x‐Race  1.21  4, 42  0.3224 
  Time‐x‐Sex  0.81  4, 42  0.5259 
  Time‐x‐Age  1.34  4, 42  0.2695 
  Time‐x‐Race‐x‐Sex  1.72  4, 42  0.1645 
  Time‐x‐Race‐x‐Age  0.95  4, 42  0.4472 
  Time‐x‐Sex‐x‐Age  0.66  4, 42  0.6254 



















































































  Source  F‐ratio  df  P‐value 
Between Subjects 
  Age Category  2.55  1, 51  0.1167 
 
Within Subjects 
  Time  4.45  4, 48  0.0038 










    Group   
Group  T1  T2    T3  T4 
T2  0.1738   
T3  0.0547  0.4485   
T4  0.0002  0.0038  0.0132   


























































    Group   
Group  T1  T2    T3  T4 
T2  < 0.0001   
T3  < 0.0001  0.2640   
T4  < 0.0001  0.2551  0.9684   




















  Source  F‐ratio  df  P‐value1 
Between Subjects 
  Age Category  3.94  1, 51  0.0526 
 
Within Subjects 
  Time  12.03  4, 48  < 0.0001 





















  Source  F‐ratio  df  P‐value 
Between Subjects 
  Sex  0.71  1, 51  0.4031 
 
Within Subjects 
  Time  11.80  4, 48  < 0.0001 



















  Source  F‐ratio  df  P‐value1 
Between Subjects 
  Race  0.00  1, 51  0.9460 
 
Within Subjects 
  Time  11.69  4, 48  < 0.0001 










































































    Group   
Group  T1  T2    T3  T4 
T2  0.1738   
T3  0.0547  0.4485   
T4  0.0002  0.0038  0.0132   









  Test  F‐ratio  df  P‐value1 
Between Subjects 
  Age Category  2.55  1, 51  0.1167 
 
Within Subjects 
  Time  4.45  4, 48  0.0038 































  Source  F‐ratio  df  P‐value1 
Between Subjects 
  Sex  3.46  1, 51  0.0686 
 
Within Subjects 
  Time  4.44  4, 48  0.0039 



















  Source  F‐ratio  df  P‐value1 
Between Subjects 
  Race  1.37  1, 51  0.2475 
 
Within Subjects 
  Time  4.45  4, 48  0.0039 













































































  Statistic  Exam 1  Exam 2  Exam 3  Exam 4  Exam 5 
OPG first sample  55.7514  39.2821  38.0950  30.3187  32.4065 
OPG second sample  49.6072  33.4342  38.9033  29.2378  29.6428 
Mean difference  6.1443  5.8479  ‐0.8083  1.0809  2.7637 
Std Error  6.4193  3.6897  3.3347  3.9790  3.8969 
Upper 95%  19.0316  13.2552  5.8864  9.0690  10.5870 
Lower 95%  ‐6.7430  ‐1.5595  ‐7.5031  ‐6.9073  ‐5.0596 
n  52  52  52  52  52 
Correlation  0.955  0.959  0.965  0.904  0.935 
Paired t‐test  0.957  1.585  ‐0.242  0.272  0.709 
df  51  51  51  51  51 
P‐Value (two tail)  0.3430  0.1192  0.8094  0.7870  0.4814 
Wilcoxon Signed Rank 
Test Statistic S  ‐35.50  67.00  ‐0.50  ‐89.50  5.50 








  Statistic  Exam 1  Exam 2  Exam 3  Exam 4  Exam 5 
RANKL first sample  25.5815  15.5958  14.2113  16.8944  173.3650 
RANKL second sample   33.8721  14.6634  13.5366  16.9464  196.8850 
Mean difference  ‐8.2906  0.9323  0.6746  ‐0.0520  ‐23.5190 
Std Error  11.0092  1.7835  1.6817  1.4373  28.3811 
Upper 95%  13.8114  4.5128  4.0507  2.8335  33.4583 
Lower 95%  ‐30.3930  ‐2.6482  ‐2.7015  ‐2.9376  ‐80.4970 
n  52  52  52  52  52 
Correlation  0.52759  0.74388  0.89723  0.89982  0.58604 
Paired t‐test  ‐0.75306  0.52276  0.401171  ‐0.03619  ‐0.82869 
df  51  51  51  51  51 
P‐Value (two tail)  0.4549  0.6034  0.6900  0.9713  0.4111 
Wilcoxon Signed Rank 
Test Statistic S  59.50  47.50  58.00  11.00  ‐128.00 





















































































































    Group1   
Group  T1  T2    T3  T4 
T2  0.3464   
T3  0.0143  0.0873   
T4  0.4970  0.6207  0.0040   









  Statistic  T1  T2  T3  T4  T5 
Mean  29.727  0.045  0.012  0.055  0.070 
Std Deviation  58.142  0.142  0.137  0.133  0.148 
Std Error of Mean  8.063  0.020  0.019  0.018  0.021 
Upper 95% Mean  45.914  0.084  0.050  0.092  0.111 
Lower 95% Mean  13.540  0.005  ‐0.026  0.018  0.029 





















    Group1   
Group  T1  T2    T3  T4 
T2  0.0478   
T3  0.0142  0.2689   
T4  0.0170  0.5316  0.9113   









  Statistic  T1  T2  T3  T4  T5 
Mean  0.138  0.088  0.074  0.076  0.054 
Std Deviation  0.192  0.164  0.164  0.149  0.166 
Std Error of Mean  0.027  0.023  0.023  0.021  0.023 
Upper 95% Mean  0.192  0.134  0.119  0.117  0.101 
Lower 95% Mean  0.085  0.042  0.028  0.034  0.008 






































  Source  F‐ratio  df  P‐value 
Between Subjects 
  Sex  2.12  1, 50  0.1513 
 
Within Subjects 
  Time  2.74  4, 47  0.0394 


































































  Source  F‐ratio  df  P‐value1 
Between Subjects 
  Sex  4.1221  50  0.0477 
 
Within Subjects 
  Time  3.5075  4, 47  0.0138 





















    Group   
Group1  T1  T2  T3  T4  T5 
T1  ‐‐  0.9740  0.2547  0.9312  0.6798 
T2  0.1749  ‐‐‐  0.1941  0.9125  0.6553 
T3  0.0128  0.2792  ‐‐‐  0.0502  0.1289 
T4  0.2785  0.4869  0.0380  ‐‐‐  0.7499 










    Group1   
Group  T1  T2  T3  T4  T5 
T1  ‐‐‐  0.5629  0.3762  0.4346  0.0272 
T2  0.0067  ‐‐‐  0.5151  0.8251  0.0256 
T3  0.0041  0.3667  ‐‐‐  0.8356  0.0507 
T4  0.0053  0.4747  0.9334  ‐‐‐  0.0444 































































































  Source  F‐ratio  df  P‐value 
Between Subjects 
  Age Category  0.0034  1, 50  0.9535 
 
Within Subjects 
  Time  2.702  4, 47  0.0416 























































































































































  Term  Estimate  Std Error  t ratio  P‐value1 
loglog(OPG) T1 by age (years) 
  Intercept  0.238927  0.056394  4.24  < 0.0001 
  Age (years)  ‐0.003830  0.001904  ‐2.01  0.0499 
loglog(OPG) T2 by age (years) 
  Intercept  0.211993  0.046088  4.60  <.0001 
  Age (years)  ‐0.004720  0.001556  ‐3.03  0.0038 
loglog(OPG) T3 by age (years) 
  Intercept  0.129828  0.049357  2.63  0.0113 
  Age (years)  ‐0.002140  0.001666  ‐1.28  0.2057 
loglog(OPG) T4 by age (years) 
  Intercept  0.103365  0.045363  2.28  0.0270 
  Age (years)  ‐0.001060  0.001531  ‐0.69  0.4927 
loglog(OPG) T5 by age (years) 
  Intercept  0.164051  0.047651  3.44  0.0012 






















































  Source  df  Mean Square  F Ratio  P‐value 
 
One‐way analysis of loglog(OPG) T1 by age category 
  Age Category  1  0.0654  1.80  0.1861 




  Age Category  1  0.1805  7.53  0.0084 




  Age Category  1  0.0266  0.98  0.3267 




  Age Category  1  0.0018  0.08  0.7811 




  Age Category  1  0.0663  2.46  0.1230 









  Test  F‐ratio  df  P‐value 
Between Subjects 
  Age Category  5.532  1, 50  0.0227 
 
Within Subjects 
  Time  3.5831  4, 47  0.0125 



































































  Test  F‐ratio  df  P‐value 
Between Subjects 
  Race  0.0438  1, 50  0.8351 
 
Within Subjects 
  Time  2.7744  4, 47  0.0377 





























































  Source  F‐ratio  df  P‐value 
Between Subjects 
  Race  1.39  1, 50  0.2440 
 
Within Subjects 
  Time  3.47  4, 47  0.0145 












































































LogLog ሺRANKL ൅ 5ሻ
























      Group   
  Group  T1  T2    T3  T4 
  T2  0.6896   
  T3  0.9245  0.7280   
  T4  0.9294  0.5330  0.8911   
  T5  0.8074  0.8911  0.6050  0.6411 
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CHAPTER 5.    DISCUSSION 
 
 
Gingival Crevicular Fluid Volume 
 
The present study was designed to evaluate changes in the expression of RANKL 
and OPG in gingival crevicular fluid (GCF) before, during, and after the application of 
an orthodontic force in both growing and non‐growing humans.  GCF samples were 
collected at the maxillary premolar sites at five different time points over an 8 day 
period (Figure 5).  A baseline sample was collected prior to force application (T1); three 
samples were collected during force application (by a nickel titanium spring), namely at 
days 1, 2, and 5 (T2, T3, and T4 respectively); and a final sample was collected 3 days 
after force removal (T5). 
 
 
Crevicular Fluid 
 
Results show a significant increase in GCF levels for both the tension and 
compression sides following force application.  GCF levels progressively increased from 
baseline (T1) at each time point (T2 through T4) until spring removal (T4).  The buccal 
and lingual levels of GCF returned toward baseline after force removal; however, the 
lingual fluid levels at T5 were significantly higher than those at baseline (T1).  The 
results of this study suggest that increased GCF volumes are related to orthodontic tooth 
movement. 
 
Evaluation of the buccal and lingual GCF levels revealed a significantly higher 
amount of GCF on the lingual collection sites than on the buccal sites.  On the buccal, the 
only source of significant increase in GCF was seen at T4.   Conversely, a statistically 
significant increase was seen at every time point (T2, T3, and T4) for the lingual 
collection sites.  The anatomical shape of each tooth and therefore its surrounding sulcus 
may partially be responsible for the differences seen in the GCF levels on each side of 
the tooth, but the applied mechanical force plays a significant role in the increased 
production of GCF. 
 
Total GCF volumes increased significantly at each reading following force 
application (Figure 10); therefore force application increases the amount of GCF found 
in the sulcus.  After force removal, the volumes of GCF significantly dropped, which is 
suggestive of the sulcus returning to its homeostatic state following the removal of a 
mechanical force.  These results suggest that GCF quantities respond quickly to 
mechanical stress, and about as quickly to its removal. 
 
Sequential increases in GCF volumes were seen during the period of force 
application.  The tension of the spring was set in a range of 150 to 250 grams of force, 
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which is the range suggested by Storey and Smith (1952) for optimum tooth movement.  
Since a nickel titanium spring was used, an approximately constant force was delivered 
to the premolars over the 5‐day period due to its superelastic properties (Muira et al. 
1988).  We speculate that a constant mechanical force results in an uninterrupted 
stimulus to the cells of the periodontal ligament (PDL) and alveolar bone, which then 
will produce a steady state of bone turn‐over.  If another material had been used, such as 
elastomeric chain or elastic rubber bands, the amount of GCF produced could be 
expected to decrease significantly over time due to force decay. 
 
Previous reports regarding the effect of orthodontic tooth movement on the GCF 
have been conflicting.  Tersin (1978) observed gingival exudation during orthodontic 
treatment, and concurrently he reported an increase in GCF volumes during mechanical 
force application.  Baldwin et al. (1999) also reported an increase in GCF volume induced 
by orthodontic tooth movement.  Yamaguchi et al. (2009) reported on differences in 
levels of GCF between conventional and Damon bracket systems.  This study revealed 
that increases in GCF were less noticeable with the Damon bracket system, which the 
authors attributed to the passive ligation system with less inherent friction.  Conversely, 
both Miyajima et al. (1991) and Uematsu et al. (1996) reported no statistical difference 
between the amount of fluid expressed around teeth undergoing orthodontic movement 
and control teeth.  A current study investigating the change in volume of GCF exudate 
during canine retraction reported a slight, but non‐significant, increase GCF levels 
(Dannan et al. 2009).  Most recently, a study with similar methodology to ours reported a 
significant increase in GCF volumes during orthodontic force application, as well as a 
significant decrease towards baseline GCF levels following force removal (Hamman et 
al. 2009). 
 
 
Demographic Predictors of Gingival Crevicular Fluid Volume 
 
An aim of this study was to evaluate the effects of mechanical stress caused 
during tooth movement and its response in different ages, sexes, and races.  Due to the 
different variables being tested and the available participant pool, it was impossible to 
recruit balanced and equal groups regarding sex, age, and race.  A larger number of 
participants were enrolled in the study than previous studies to compensate for the 
sampling inequalities. 
 
When looking at the buccal and lingual sites individually, no significant 
difference was found with regard to age, sex or race.  However, adult participants 
showed a higher mean amount of GCF at all time points when compared to the 
adolescent group for the lingual collection sites.  The increased lingual fluid amount was 
not significant (P = 0.09); however, it was highly suggestive.  A study with a larger, more 
homogenous sample would help correct for the intra‐group variability in this study.  
Interestingly, but not statistically significant, females had higher levels of GCF collected 
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from their lingual sites, while males, on the contrary, had higher levels of GCF collected 
from their buccal sites.  The amount of GCF collected from both Caucasians and African 
Americans were nearly identical, and therefore not statistically significant.  There is no 
reason to suspect that American blacks and whites would produce different GCF levels.  
The comparison was simply made because the comparison was available at our 
institution. 
 
Some studies have reported a decrease in crevicular fluid flow in response to 
localized and systemic medication; however, these medications should not have 
impacted the results of our study due to the stringent selection criteria.  Heasman and 
Seymour (1989) indicated that the NSAID flurbiprofen (Ansaid®) decreased the amount 
of crevicular fluid flow after 3 weeks of use.  In 2006, a study by Eviö et al. reported that 
alendronate (Fosamax®), which is used in the treatment of bone loss associated with 
menopause, significantly decreased the crevicular fluid flow.  Antibiotics, either topical 
or systemic, appear to have no affect on the gingival crevicular fluid flow (Asikainen et 
al. 1990; Ozcan et al. 2004; Pendrill and Reddy 1980; Tanner et al. 1994). 
 
When evaluating the changes in gingival crevicular fluid in response to 
mechanical force, it appears that time is the significant factor regardless of the person’s 
age, sex, or race.  The limiting factor in the amount of GCF produced was dependent on 
the amount of time the spring was in place.  Force from the spring increased the amount 
of crevicular fluid produced on both the buccal and lingual sides of the tooth.  After the 
spring was removed, the stimulus for increased GCF was gone, and the fluid levels 
returned to near pre‐treatment levels.  The short timeline of the current study is a 
limitation, and a more in depth clinical study during actual orthodontic cases would 
reveal a broader, more realistic view of the changes in GCF levels during orthodontic 
treatment.  An in‐depth longitudinal study would reveal the point at which the GCF 
levels peak, flatten out, and then return to baseline. 
 
 
RANKL and OPG Detectability 
 
Gingival crevicular fluid is an exudate produced by the periodontal tissues.  
When the periodontium is healthy, only negligible amounts of gingival crevicular fluid 
is produced.  On the other hand, production significantly increases in the presence of 
gingival inflammation.  Research has shown that GCF production is increased in 
response to bacterial insult such as gingivitis (Brecx et al. 1987).  During orthodontic 
tooth movement, however, only part of the increase in production of GCF can be 
attributed to inflammation caused by increased plaque retention (Samuels et al. 1993).  It 
has also been reported that GCF production increases even when subjects undergo 
adequate plaque control (Tersin 1978).  In the present study, the participants were 
required to perform adequate measures to prevent plaque retention around the spring 
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apparatus.  By encouraging good plaque control standards, the present study tried to 
achieve a control mechanism for false positives in the collection of data. 
 
The forces produced during mechanical tooth movement, as seen in 
orthodontics, will produce an acute generalized inflammatory reaction in the 
periodontal tissues (Kyrkanides et al. 2000).  The immediate increase in the flow of 
gingival crevicular fluid is caused by the mechanical compression of the 
microvasculature of the periodontal ligament (PDL) resulting in an increased fluid 
volume in the crevicular space.  This reaction causes areas of hyalinization to occur due 
to capillary constriction.  Consequently, this chain of events leads to the initiation of an 
inflammatory reaction (Murrell et al. 1996).  The release of a host of chemical mediators 
by the cells of the PDL in response to the areas of localized aseptic necrosis changes the 
composition of the GCF expressed into the gingival sulcus.  This has been demonstrated 
by a number of studies where expression of pro‐inflammatory cytokines in GCF tend to 
increase in response to mechanical forces (Dudic et al. 2006;  Iwasaki et al. 2005; Rohaya 
et al. 2009; Uematsu et al. 1996).  In the present study, the identification of RANKL and 
OPG were identified in the majority of the samples; however, there were still many 
instances in which the levels of RANKL and/or OPG were below the level of 
detectability for the sensitivity of the assays that were used. 
 
In the few publications regarding the collection of GCF to examine RANKL and 
OPG, the results have been minimal and conflicting.  There appears to be a significant 
problem in consistently detecting both RANKL and OPG from the samples of crevicular 
fluid.  Bostanci et al. (2007) reported finding minimal levels of RANKL in patients with 
healthy gingiva and gingivitis, while finding OPG in all subjects.  In contrast, Lu et al. 
(2006) did not find OPG in the GCF of any of his fourteen human subjects with healthy 
periodontium.  Toygar (2008) et al. found OPG in the GCF of teeth undergoing 
orthodontic retraction and teeth not undergoing orthodontic mechanics.  A recent study 
with a similar experimental protocol by Hamman et al. (2009) reported only 21.6% 
RANKL and 2.92% OPG detectability, meaning that most of the samples had 
concentrations below the level of detectability. 
 
A likely explanation for the differences in cytokines detection is the differences in 
assay sensitivity among these different studies.  In an attempt to overcome this 
limitation, several changes in protocol were introduced in this study.  First, the perio 
paper strip was allowed to remain in the sulcus for a full minute to allow it to absorb as 
much GCF as possible.  Also, the samples of the dropout participants were used to 
obtain a dilution factor in the laboratory that enabled a minimal amount of buffer to be 
used to extract the RANKL and OPG, which allowed detection of a maximum amount of 
RANKL and OPG with less background noise.  The present study also incorporated 
sample “pooling” and duplicate measurements to attempt to increase the likelihood of 
achieving a detectable levels of RANKL and OPG.  Technology in the development of 
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the assay kits most likely has improved over time as well, which allowed for a greater 
sensitivity and detectability of smaller amounts of RANKL and OPG. 
 
Inevitably, when looking back at the current protocol, one can see certain areas 
that could be improved upon which might make the experiment more predictable.  
Primarily, a more efficient collection mechanism would allow for higher percentage of 
the GCF to be analyzed.  Currently, the perio paper strips are the only dependable and 
measureable way to collect crevicular fluid.  An inherent problem with the strips is the 
fluid and extraction buffer become trapped in the strip, which make it impossible to 
remove from the strip for the assaying procedures.  Therefore, a significant amount of 
the sample plus buffer is lost.  In order to achieve enough of a sample to assay, 
additional extraction buffer is added.  The additional buffer possibly causes over‐
dilution of the sample, which leads to the levels of RANKL and OPG being below the 
level of detection of the assay.  Consequently, if another reliable transport system is 
developed to correct for this problem, then it should be used. 
 
 
RANKL and OPG Concentrations 
 
To date, no publications are known on the in vitro evaluation of RANKL and 
OPG in response to mechanical forces in humans.  Multiple studies exist on the 
evaluation of RANKL and OPG in rats and in extracted teeth.  The present study 
evaluated the concentrations of both RANKL and OPG over time, and then evaluated 
the concentrations of these biomolecules with regard to three sources of variation, 
namely sex, age, and race. 
 
The raw data results for both RANKL and OPG exhibited high levels of 
skewness.  A log‐log transformation was used to normalize these distributions, which 
allowed parametric statistical analysis.  These transformations satisfactorily decreased 
the skewness and kurtosis, so the tests of the transformed distributions did not differ 
from normality. 
 
 
RANKL and OPG Concentrations versus Time 
 
As previously discussed, RANKL and OPG competitively regulate the body’s 
bony metabolism.  RANKL is a profound inducer of bone destruction, while OPG plays 
a reverse role to inhibit bony breakdown and serves as a protector of bone.  RANK and 
OPG competitively bind to RANKL on preosteoclasts (Ikeda et al. 2001); consequently, 
whichever molecule (RANK or OPG) binds first will determine the fate of the 
surrounding bone. 
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RANKL expression by osteoblasts is required for osteoclastogenesis and for 
maturation of osteoclast precursor cells, and osteoblasts can also stimulate rapid bone 
resorption by activating pre‐existing osteoclasts (Boyle et al. 2003).  RANKL partially 
regulates the survival of mature osteoclasts by increasing their mean survival time 
(Feige 2001; Suda et al. 1999).  However, RANKL is not required for mature osteoclast 
function, which can be regulated by other cytokines such as M‐CSF and TRAF6.  After 
RANKL stimulates osteoclast formation and activation, their continued function 
depends on other cellular messages received by cell to cell interaction via cytokines with 
osteoblasts (Arai et al. 1999; Burgess et al. 1999).  Therefore, peak osteoclastic activity 
may not coincide with the peak RANKL expression.  The increase in RANKL expression 
by osteoblasts may occur much sooner after the initiation of orthodontic force. 
 
OPG competitively inhibits and reversibly binds to the RANKL site of 
preosteoclasts (Yasuda et al. 1998).  This competitive, yet reversible, binding inhibits 
osteoclastogenesis by terminating their differentiation into mature osteoblasts (Kanzaki 
et al. 2005).  OPG has profound inhibitory effects on osteoclast differentiation and bone 
resorption, and its full name, osteoprotegerin, literally means protector of bone 
(Liebbrandt and Penninger 2008).  OPG expression is regulated by the same hormones 
and proteins found naturally in the body that also are influential in the body’s bony 
metabolism (Horowitz et al 2001). 
 
In this study, RANKL concentrations decreased significantly over the time the 
spring was in place.  Unexpectedly, the levels of RANKL were lowest at T3, or 48 hours 
after spring activation.  RANKL acted contrary to expectations by decreasing from 
baseline with an increased time of force application, then rebounding toward baseline 
after the removal of the force.  The amount of RANKL should have increased in a time‐
dependent manner following force application due to the increased osteoclastogenesis 
induced by the transpalatal spring.  However, the increase in the RANKL/OPG ratio is 
also accomplished by a decrease in OPG concentrations, while the RANKL 
concentrations remain constant.  The end result would be the same for either scenario 
meaning higher amounts of free RANKL, therefore more osteoclast stimulation.  The 
OPG concentrations decreased steadily over time through the duration of the 
experiment.  OPG levels were highest at baseline, and they did not begin to return to 
baseline following force removal.  OPG’s behavior seen in this study is to be expected, 
since the mechanical force delivered by the spring encourages bony remodeling (Figure 
53).  
 
The findings in this study for RANKL concentration over time are contradictory 
to previous studies.  Brooks et al. (2009) reported that increases in RANKL can be seen as 
early as 24 hours following a constant orthodontic force.  According to Li et al. (2011), 
heavier forces produce concentrations of RANKL over an extended period of time when 
compared to a light force.  Reports by Kim et al. (2007) stated that PDL cells are 
constantly producing RANKL during continuous orthodontic force. However, there 
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were not an excessive number of osteoclasts produced.  On the other hand, the 
decreased levels of OPG after force application seen in this study are supported by 
several prior studies.  Toygar et al. (2008) reported OPG concentration decrease in a 
time‐dependent manner from baseline, and he concluded that OPG is one of the key 
mediators in alveolar bone remodeling during orthodontic tooth movement.  In 2006, 
Nishijima et al. demonstrated that OPG levels were significantly decreased, while 
RANKL levels were significantly increased at 24 hours after force application. 
 
The departure of RANKL concentrations from the expected pattern could be 
explained by the specificity of the ELISA assay used for this experiment.  The assay 
utilized in this study only detects the soluble isoform of RANKL.  Also, the system used 
was cell‐free; as a result, no cell‐bound RANKL was available to be detected.  Therefore, 
if the majority of the RANKL produced during orthodontic force is one of the 
transmembrane isotypes, our assay would not have the capability of detecting it.  As 
technology advances, the assay kits will most likely become more sensitive to detecting 
these biomolecules in their different isoforms.  In addition, our analysis of RANKL was 
purely extracted from human gingival crevicular fluid without using invasive measures.  
RANKL and OPG can also be made by PDL fibroblasts, gingival fibroblasts, and 
lymphocytes.  Therefore, it is possible that substantial amounts of RANKL reside in the 
PDL tissues and not the crevicular fluid itself.    To date, most studies involving 
orthodontic forces and the production of RANKL and OPG involve rats, beagles, and the 
extracted human premolar teeth.  In these studies, the PDL tissue can be examined more 
closely under immunofluorescence or histologically.  By merely looking at the 
collections of gingival crevicular fluid, this study was limited to the expression of 
RANKL and OPG found freely moving about the gingival sulcus. 
 
 
RANKL:  Sources of Variation 
 
When evaluating the RANKL in regards to sex, the literature falls short.  
Currently, there is no published study that discusses the levels of RANKL in males 
versus females in regards to orthodontic tooth movement.  The results of the present 
study suggest that there is no significant difference in RANKL between men and women 
undergoing orthodontic tooth movement.  However, males consistently had greater 
levels of RANKL than females at each examination time (Figure 36). 
 
Kawasaki et al. (2006) showed that the degree of tooth movement is greater in 
children than in adults when exposed to the same amount and duration of orthodontic 
force.  Hence, one might conclude that children have a higher level of RANKL in their 
crevicular fluid, while adults have a lower level of RANKL in their crevicular fluid.  For 
RANKL, the results of our study contradict those findings.  This study revealed that 
there is no difference in RANKL expression between adults and adolescence when 
exposed to a mechanical orthodontic force (Figure 43). 
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RANKL levels were also evaluated in American whites and African Americans.  
This aspect of the study was added due to sampling convenience in the patient 
population.  No other studies can be found which evaluates RANKL levels between the 
two populations.  For this study, no significant difference was found between the two 
races in RANKL levels. 
 
 
OPG:  Sources of Variation 
 
From an in depth review of the literature, there appears to be no studies 
published on sex difference in the levels of OPG during orthodontic force application.  
The results of our study show a significantly higher amount of OPG in males at all five 
time points.  The source of the significance between the sexes is two‐fold: 1) females had 
an increased level of RANKL at T5, and 2) males had an increased level of OPG at 
baseline.  The difference in the baseline measurements between males versus females is 
an interesting finding.  It appears that women have less OPG in general, which might 
explain why women are more susceptible to osteoporosis than their male counterparts 
(Figure 37). 
 
As mentioned, Kawasaki et al. (2006) reported that adults have less clinical tooth 
movement than adolescence, so it can be surmised that adults have more OPG than 
children.  The present study showed that adults have less OPG than their younger 
counterparts.  The decrease in OPG levels appears to be linear with age, though there is 
a lot of inter‐individual variability (Figure 49).  It is possible that the younger subjects 
had increased amounts of OPG due to the constant bony deposition associated with 
growth.  However, if normal growth and development causes an increase in OPG levels 
in a growing child, then one must also assume that RANKL levels should be increased 
as well, which is not the case.  A future study might shed light on the individual changes 
in the RANKL/OPG ratio differences between adults and children over time in response 
to a mechanical force. 
 
This study was the first to look at OPG concentrations between American whites 
and African Americans in response to an orthodontic force.  The data did not produce a 
significant difference in OPG levels between the races, however the OPG concentrations 
of the blacks were found to be higher at each examination than the whites (Figure 52).  A 
larger, more homogenous sample might produce a significant difference.  Clinically, 
tooth movement in African Americans is more difficult to achieve than in whites, 
especially with increased age.  The higher levels of OPG found in blacks in this study 
might partially explain the increased difficulty of tooth movement in this race. 
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The RANKL/OPG Ratio 
 
The RANKL/OPG ratio describes the relative state of the body’s bony 
metabolism.  This ratio expresses the existing state of the bone’s regulatory system, 
which is controlled by the regulation of specific gene expression.  The RANKL/OPG 
regulatory axis serves the purpose of maintaining bone structure and function, in 
addition to meeting the body’s physiological needs for ions sequestered in bone (Boyle et 
al. 2003; Kanzaki et al. 2001).  An increased RANKL/OPG ratio would favor osteoclast 
formation and activation; as a result, bone resorption occurs.  On the other hand, a 
decreased RANKL/OPG ratio promotes bone formation by inhibiting osteoclastic 
activity (Kanzaki et al. 2001).  An increase in RANKL and a decrease in OPG during 
osteoclastogenesis is reported in the literature (Kanzaki et al. 2001; Liebbrandt and 
Penninger 2008).  Thus, an increase in the RANKL/OPG ratio should be seen with 
continuous mechanical force over time.  In this study, OPG decreased with increased 
duration of force; however the levels of OPG did not rebound after force removal.  For 
RANKL, the levels initially dropped, but then increased two days after spring 
placement.  After the removal of the spring, the RANKL levels returned toward baseline.  
The data from this study suggest that the RANKL/OPG ratio changes little after day 2 
(48 hours after spring placement), when OPG becomes less common, which in effect 
increases the RANKL/OPG ratio.  A future study with increased precision and better 
assay sensitivity will allow a more in depth examination of the changes in the 
RANKL/OPG ratio over time in response to a mechanical force.  A disadvantage to this 
study was the fair amount of “zeros” reported in the assays.  The zero value does not 
mean that RANKL or OPG was not present, but unfortunately that the levels of these 
biomolecules were below the level of detectability of the assay. 
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CHAPTER 6.    SUMMARY AND CONCLUSIONS 
 
 
This study evaluated changes in RANKL and OPG expression in human gingival 
crevicular fluid in growing (adolescent) and non‐growing (adult) patients in response to 
orthodontic force.  This study assessed 54 participants of various ages.  Although there 
were no set age groupings for this study, in order to treat age as a category, a number of 
the patients were less than 16 years of age or older than 30 years.  The adolescent and 
adult groups were matched as best as possible for age, sex, and race.  Major finding 
included: 
 
 The volume of GCF expressed into the sulcus significantly increased following 
application of orthodontic force and remained elevated until after the removal of 
the force.  This supports the theory that orthodontic tooth movement is 
associated with an inflammatory‐like reaction of the periodontium in response to 
mechanical force. 
 When comparing buccal and lingual GCF production, higher amounts of GCF 
were seen in the lingual sites throughout the duration of the study.   
 GCF expression exhibits high inter‐individual variability. 
 There was no statistically significantly differences found in the levels of GCF 
when comparing age, sex, and race; however, some of the findings were highly 
suggestive: 
o Adult participants showed a higher mean amount of GCF at all time 
points when compared to the adolescent group for the lingual collection 
sites. 
o Females had higher levels of GCF collected from their lingual sites, while 
males, on the contrary, had higher levels of GCF collected from their 
buccal sites. 
o The amount of GCF collected from both Caucasians and African 
Americans were nearly identical, and therefore not statistically 
significant. 
 When evaluating the changes in gingival crevicular fluid in response to 
mechanical force, it appears that time is the significant factor regardless of the 
person’s age, sex, or race. 
 The identification of RANKL and OPG were identified in the majority of the 
samples; however, there were still many instances in which the levels of RANKL 
and/or OPG were below the level of detectability for the sensitivity of the assays 
that were used. 
 Whereas RANKL and OPG are readily detectable in GCF obtained from patients 
with periodontitis, these cytokines appear to be expressed in smaller amounts in 
response to orthodontic force.  
 RANKL concentrations decreased significantly over the time the spring was in 
place. 
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 The OPG concentrations decreased steadily over time through the duration of 
the experiment. 
 The RANKL/OPG ratio increased over time, which favors osteoclast activation 
and formation leading to bone resorption. 
 No significant differences were found in the levels of RANKL when comparing 
sex, age, and race.   However, males consistently had greater levels of RANKL 
than females at each examination time. 
 Significantly higher levels of OPG were found in males throughout the duration 
of the study.  
 Adults have less OPG than their younger counterparts.  The decrease in OPG 
levels appears to be linear with age, though there is a lot of inter‐individual 
variability. 
 The OPG concentrations of the African Americans were found to be higher at 
each examination than the Caucasians; but it is not statistically significant. 
 RANKL and OPG may be present in greater levels in the tissues surrounding the 
teeth.  The levels present in the GCF may not be representative of what is 
occurring in the tissues during orthodontic tooth movement. 
 Further research is needed using more sensitive methods to better describe the 
changes in RANKL and OPG in response to orthodontic force, and what effects 
these molecules have on orthodontic tooth movement. 
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